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Les retrovirus sont des virus enveloppes qui portent des spicules 
glycoproteiques codees par les virus a leur surface. Ces glycoproteines d'enveloppe 
sont synthetisees sous la forme de precurseurs polyproteiques (Pre-env) qui sont ensuite 
clives par des proteases cellulaires en prot^ine de surface mature (SU) et en proteine 
5 transmembranaire (TM). Les glycoproteines d'enveloppe sont impliquees dans I'entree 
des virus dans les cellules hote. Elles reconnaissent specifiquement et se lient a des 
recepteurs de surface cellulaire et sont necessaires pour la fusion de Tenveloppe virale 
et des membranes cellulaires de I'hdte. Pour tous les virus enveloppes, les interactions 
des glycoproteines d'enveloppe avec le ou les r6cepteur(s) cellulaire(s) conduisent a des 

10 rearrangements conformationnels de I'enveloppe necessaires a Texposition du peptide 
de fusion. La fusion a lieu a la surface de la cellule ou dans des v6sicules cellulaires 
suivant la voie d*endocytose du virion. De plus, pour permettre Tentree du vims, une 
fusion mediee par les proteincs de surface virales peut, dans certaines conditions, 
provoquer une fusion cellule a cellule avec pour resultat la formation de cellules 

15 multinucleees geantes ou syncytia. La formation de syncytia est realisee par au moins 
deux voles : un virion peut simultanement fusionner avec deux cellules, on parle alors 
de fusion « from without », ou une cellule infectee qui exprime les glycoproteines 
d'enveloppe a sa surface peut fusionner avec une cellule adjacente (fusion «from 
within »). 

20 Les determinants de Tenveloppe et la sequence des ev6nements causant 

les changements conformationnels de Tenveloppe lors des processus de fusion « from 
without » sont bien document's pour les orthomyxovirus qui n^cessitent un 
environnement acide des v'sicules d*endocytose pour leur entree (Skehel, J. J. et al., 
PNAS, 79 :968-972 (1982)). Pour les retrovirus, pour lesquels la voie d*entree est 

25 independante du pH, les determinants precis et les etapes, menant de la reconnaissance 
du recepteur k Tactivation de la fusion ne sont pas encore eiucides. D'autres retrovirus 
sont connus pour induire une fusion cellule a cellule (« fusion from within »), tels que 
le virus de la leucemie feline, le virus de la tumeur mammaire de la souris, le virus de 
la reticulocndotheiiose aviaire, VIH et SIV. 

30 Par ailleurs, Fefferey S. Jones et Rex Risser ( Journal of Virology, Janv, 

1993, p 67-74) ont montre que les glycoproteines d'enveloppe du virus de la leucemie 
murine ecotrope (MuLV) de type sauvage, sous la dependance du LTR viral, etaient 
capables d'induire la formation de syncytia dans des cellules de rat XC en Tabsence de 
virion (fusion « firom within »). 
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De ia connaissance des inventeurs, il n'a jamais ete montre de pouvoir 
fusogene, dans un processus de fusion « from within », des glycoproteines d'enveloppe 
d'un retrovirus endogene humain. 

Des auteurs ont bien ^mis I'hypothese que Tenveloppe r6trovirale 
5 endogene de ERV3, un retrovirus endogene humain proche de MLV (Moloney 
Leukemia Virus), pouvait etre impliquee in vivo dans I'elaboration du placenta via un 
processus de fusion (Patrick J. W. Venables et al.. Virology, 21 1, 589-592 (1995)) mais 
ce ph^nomene n'a jamais etc demontre in vitro. D'autre part, les etudes sur le 
polymorphisme de env ERV3, sur des individus d'origine caucasienne, ont permis de 

10 mettre en evidence la presence d'une mutation dans la region (SU) de Tenveloppe 
ERV3 generant un codon stop precoce present a Tetat homozygote dans 1% de la 
population etudiee, sans que ces individus presentent d'anomalie de la grossesse ou du 
developpement placentaire (Nathalie de Parseval et Thierry Heidmann, Journal of 
Virology, Vol ; 72, N° 4, pages 3442-3445 (1998)). 

15 Les presents inventeurs ont maintenant mis en evidence in vitro que la 

prot^ine d'enveloppe de HERV-W non modifiee, exprimee sous la dependance d'un 
promoteur h^terologue possede des proprietes fiisogenes. 

HERV-W est une famille de retrovirus endogenes humains multi-copie 
r6cemment decrite, denommee ainsi en raison de I'homologie entre le site de fixation 

20 de I'amorce de la transcription inverse et celle des retrovirus aviaires utilisant I'ARNt 
Trp. Aucune entity comp^tente pour sa replication n'a €x€ mise en Evidence. La 
fonctionnalite d'une region promotrice a ete verifi^e et, parmi differents ttssus humains 
sains testes, son expression semble etre restreinte au placenta (J. L Blond et al.. Journal 
of Virology, Vol. 73, N** 2, pages 1175-1185 (1999)). Un cadre ouvert de lecture 

25 unique codant pour une enveloppe retrovirale potentiellement fonctionnelle existe sur 
le chromosome 7. Un transcrit sous genomique portant la sequence de I'enveloppe 
complete a ete isol6 a partir de materiel placentaire (clone cl.PH74, GenBank 
AF072506, dont la sequence est identifiee par SEQ ID NO :1). Les etudes 
phylogenetiques effectuees au niveau proteique indiquent que la proteine d'enveloppe 

30 est de type D. La sequence SEQ ID NO :2 donnee en fm de description correspond a la 
sequence nucleotidique en ADNc complete du clone cKPH74 dont la sequence 
proteique est identifiee par SEQ ID NO :1. 

Env HERV-W possdde tous les « attributs » d'une enveloppe retrovirale : 
en particulier, un peptide leader, les deux sous unites caract^ristiques SU et TM 

35 separees par un site de clivage par les furines et, au niveau de sa TM, elle possede un 
peptide de fusion hydrophobe, une region immunosuppressive et une region carboxyl 



transmembranaire suivie d'une queue cytoplasmique longue. L'expression de Env 
HERV-W a ete mise en evidence dans le placenta. 

Les experiences realisees par les inventeurs montrent que Env HERV-W 
entraine, par fusion de cellule a cellule, la formation de syncytia dans difFerentes 

5 lignees cellulaires testees d'origine humaine et simienne. Le phenomene de fusion 
observe est dependant de la reconnaissance de recepteur(s) specifique(s), comme 
montre de maniere directe lors de transfecttons et de maniere indirecte lots de co- 
cultures des cellules transfect6es avec d'autres types cellulaires. 

Aussi la presente invention a pour objet un procede de detection de 

10 Texpression d'une proteine ou d'un polypeptide d'enveloppe d*un retrovirus endogene 
humain, selon lequel la proteine ou le polypeptide presente une sequence 
polypeptidique qui comprend la sequence SEQ ID NO :1 ou un fragment de 
SEQ IDNO :1, ou une sequence pr^sentant, pour toute suite de 20 acides amines, au 
moins 90% d'identite avec la sequence SEQ ID NO:l ou avec un fragment de 

15 SEQ ID NO :1, et selon lequel on detecte le pouvoir fusogene de ladite proteine ou 
dudit fragment dans des cellules d'un tissu cellulaire ou d'une culture cellulaire, par la 
mise en evidence de la formation de syncytia. 

Un autre objet de Tinvention est un procede de detection de Texpression 
d'une proteine ou d'un polypeptide d'enveloppe d'un retrovirus endogene humain, selon 

20 lequel la proteine ou le polypeptide presente une sequence polypeptidique presentant, 
pour toute suite de 20 acides amines, au moins 90% d'identite avec la sequence SEQ ID 
NO:l, et selon lequel on detecte le pouvoir fusogene de ladite proteine dans des cellules 
d'un tissu cellulaire. ou d'une culture cellulaire par la mise en Evidence de la formation 
de syncytia. 

25 Selon I'invention, ladite proteine ou ledit polypeptide presente une 

sequence polypeptidique qui comprend la sequence SEQ ID NO :1 ou un fragment de 
SEQ ID NO :1, ou une sequence presentant, pour toute suite de 20 acides amines, au 
moins 80%, de preference au moins 90%, ou encore au moins 95%, d'identit6 avec la 
sequence SEQ ID NO:l ou avec un fragment de SEQ ID NO :1. 

30 li est bien entendu selon la presente invention, que ladite proteine ou ledit 

polypeptide, ou leurs dits fragments, s'ils ne presentent pas une identite complete avec 
SEQ ID NO :1 ou ses fragments, doivent posseder un pouvoir fusogene, de pr6f(6rence 
au moins egal ou sup6rieur a celui de SEQ ID NO : 1 ou ses fragments, 

Les variations prevues selon I'invention dans la sequence polypeptidique 

35 de la proteine ou du polypeptide ou de leurs fragments comprennent les variations Ii6es 
au polymorphisme, mais ausst les modifications telles que substitution(s), deiaion(s) et 
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addition(s) susceptibles d'etre apportees a ladite sequence polypeptidique pour obtenir 
une proteine, un polypeptide ou un fragment de ceux-ci possedant un pouvoir flisogene, 
en particulier au moins egal ou superieur a celui de SEQ ID NO :1 ou ses fragments. 

Si les fragments de la proteine ou du polypeptide de 1' invention presentent 
5 une identite complete avec les fragments de S£Q ID NO il, alors la taille de ces 
fragments peut etre inferieure a 20 acides amines, par exemple elle peut etre d'environ 
10 acides amines, voire d'environ 5 acides amines. 

De maniere preferentielle, ladite proteine pr^sente au moins Tune des 
caracteristiques suivantes : 
10 - elle est codec par le gene env du retrovirus endogene HERV-W ; 

elle est codec par un cadre de lecture ouvert situe sur le chromosome 7 
du genome humain ; 

elle presente une sequence polypeptidique qui consiste en 
SEQ ID NO: 1. 

15 Les cellules dudit tissu ou de ladite culture cellulaire dans lesqucllcs on 

recherche a mettre en evidence le pouvoir fiisogene sont avantageusement choisies 
parmi les cellules osseuses, les cellules musculaires, les cellules placentaires, les 
cellules endoth^liales, en particulier des vaissaux sanguins, les cellules epitheliales, les 
cellules gliales et les cellules tumorales ou issues de Iign6es cellulaires tumorales. 

20 Comme cela sera illustre dans 1* exemple qui suivra, la detection du 

pouvoir flisogene de ladite proteine peut €tre mise en oeuvre selon au moins Tun 
quelconque des deux protocoles suivants. 

Selon un premier protocole, on obtient un vecteur d'expression de ladite 
proteine a partir duquel Texpression de la proteine ou de son gene est sous la 

25 dependance d'un promoteur ; on transfecte des cellules par le vecteur obtenu pour 
obtenir des cellules productrices, exprimant a leur surface ladite proteine ; et on 
observe la formation de syncytia ou Tabsence de formation de syncytia. 

Selon un second protocole, on obtient un vecteur d'expression de ladite 
proteine a partir duquel Texpression de la proteine ou de son gene est sous la 

30 dependance d'un promoteur ; on transfecte des cellules par le vecteur obtenu pour 
obtenir des cellules productices, exprimant k leur surface ladite proteine ; on cultive des 
cellules natves indicatrices exprimant a leur surface un r^cepteur de ladite protdine en 
presence desdites cellules productices ; et on observe la formation de syncytia ou 
r absence de formation de syncytia. 

35 La presente invention concerne en outre I'utilisation d'un gene ou d'un 

acide nucldique ou d'un fragment de gdne ou d'un acide nucldique codant pour une 
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proteine ou un polypeptide tels que defmis precedemment dans la description des 
procedds objets de I'invention, dans des conditions appropriees permettant son 
expression, pour preparer une composition therapeutique ou prophylactique. 

Un autre objet de T invention est une composition therapeutique ou 
5 prophylactique comprenant un gene ou un acide nucleique ou un fragment de gene ou 
d'acide nucleique codant pour une proteine ou un polypeptide tels que d6finis 
precedemment. 

Une telle composition peut comprendre en outre un promoteur h6t6rologue 
ou autologue, de preference heterologue, pour I'expression de ladite proteine ou dudit 
10 polypeptide. 

L' invention concerne aussi les objets suivants : 

- un vecteur d 'expression comprenant au moins un gene ou un acide 
nucleique ou un fragment de g^ne ou d'acide nucleique codant pour 
une proteine ou un polypeptide tels que defmis precedemment, et des 

15 Elements necessaires a son expression dans une cellule bote ; 

- une cellule bote comprenant au moins un vecteur de I'invention, et 
une composition therapeutique ou prophylactique comprenant au 
moins un vecteur d'expression ou une cellule bote de I'invention. 

Les differentes compositions therapeutiques de Tinvention sont en 
20 particulier destinee au traitement de cancers, tel que par destruction des cellules 
cancereuses au moyen de la formation de syncytia. Les difFdrentes compositions 
prophylactiques de Tinvention sont notamment destinees a prevenir une d^ficience 
dans Telaboration du placenta. 

Les compositions de I'invention sont avantageusement destinies k un 
25 traitement par th^rapie genique. 

L'invntion concerne aussi un proc^e pour la selection de drogues ou 
substances medicamenteuses ou de systemes gene/pro-drogue susceptibles d'intervenir 
qualitativement et/ou quantitativement sur le pouvoir fiisogene d'une proteine ou d'un 
poypeptide tel que defmi precedemment. Selon ce procede, on met en contact ladite 
30 drogue ou substance medicamenteuse ou ledit systeme gene/pro-drogue avec des 
cellules d'une culture cellulaire exprimant ladite proteine ou ledit polypeptide et, on 
observe une regression ou une disparition dans la formation de syncytia. 

Comme enonce ci-dessus, les proprietes fusogenes de la proteine Env 
HERV-W, du polypeptide Env HERV-W ou de leurs fragments tels que defmis dans la 
35 presente invention trouvent notamment une application dans le domaine de la thdrapie 
genique des cancers. 
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A ce jour les genes les plus frequemment utilises dans la therapie centre 
les cancers sont (i) les genes qui codent pour des proteines qui augmentent 
rimmunog6nicite des cellules tumorales, telles que les cytokines pro-inflamatoires, (ii) 
les g^nes qui codent pour des enzymes qui rendent les cellules cancereuses sensibles a 
5 un pro-medicament dans des systemes gene/pro-drogue, tels que le systeme thymidine 
kinase du virus Herpes Simplex/Ganciclovir ou le systeme cytosine desaminase/5FC. 

De maniere ideale, le transfert de genes th^rapeutiques devrait conduire a 
la fois & une destruction locale des cellules cancereuses, a Tacttvation de Timmunit^ 
anti-tumorale pour eliminer les zones tumorales auxquelles les genes th^rapeutiques ne 

10 peuvent etre delivres et le traitement ne devrait pas causer de dommages aux tissus 
cellulaires normaux de Thote, en particulier aux tissus des organes vitaux. 

La proteine ou le polypeptide de Tinvention qui comprend ou consiste en 
la proteine Env HERV-W ou ses fragments, ou en une sequence polypeptidique 
presentant pour toute suite de 20 acides amines, au mo ins 90% d'identite avec 

15 SEQ ID NO :1, sous la dependance d'un promoteur heterologue ou autologue capable 
d'induire son expression repond aux criteres definis ci dessus via la formation de 
syncytia, Ces syncytia se forment a partir de cellu!e(s) transfectee(s) par un processus 
de fusion de cellule a cellule. 

Dans un mode „de realisation en vu d'optimiser ses caracteristiques 

20 therapeutiques, le polypeptide de I'invention est eventuellement flisionne avec d'autres 
proteine(s) ou fragment(s) de proteine(sX m€me si intrins^quement il repond aux 
entires definis prec^demment. Le polypeptide de T invention est capable d'induire la 
formation de syncytia a un pH voisin de la neutralite ou a pH neutre. Typiquement le 
vecteur d 'expression ou plasmide sera adapte pour permettre T expression du 

25 polypeptide induisant la formation de syncytia, de telle sorte que lorsqu'il est exprime 
le polypeptide puisse induire la fusion des cellules transfectees avec d'autres cellules 
humaines non transfectees. II est souhaitable que la proteine ou le polypeptide de 
I'invention soit exprime ind^pendamment d'autres composants viraux, a moins que 
ceux ci soient utiles a la vectorisation. 

30 Aussi, la presente invention a pour objet un gene ou un acide nucieique, 

ou un fragment de gene ou d'un acide nucieique, recombinant codant pour un 
polypeptide de I'invention qui induit la formation de syncytia par fusion de cellules 
transform6es et de cellules malignes cibles et son utilisation dans le domaine de la 
th6rapie de maladies malignes, telles que les cancers. 

35 L'invention conceme egalement une m^thode de traitement d'une maladie 

maligne chez un patient qui consiste a administrer au patient le gene ou un acide 
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nucleique, , ou un fragment de gene ou d*un acide nucleique, recombinant codant pour 
une proteine ou un polypeptide de F invention qui induit la formation de syncytia par 
fusion de cellules transformees et de cellules malignes cibles. 

Le gene ou I'acide nucleique, ou le fragment de gene ou d'acide nucleique 
5 est introduit in vitro dans des cellules humaines appropriees, telles que des cellules de 
lignees continues immortalisees, par des techniques standards connues de Thomme du 
metier, telle que transfection, transduction ou transformation, et les cellules ainsi 
transformees sont ensuite introduites chez le patient ou elles peuvent exercer leur 
proprietes fiisogenes. 

10 Le gene ou Tacide nucleique, ou le fragment de gene ou d'acide nucleique 

de 1* invention peut etre utilise de differentes manieres pour le traitement de cancers, en 
particulier pour !e traitement de tumeurs solides ou molles. Les cellules cibles peuvent 
Stre transformees ex vivo ou in vivo par les vecteurs (pi asm ides) codant pour le 
polypeptide de I'invention. 

15 Les propri6t6s fiisogenes de la proteine Env HERV-W, du polypeptide 

Env HERV-W ou de leurs fragments tels que defmis dans la presente invention 
trouvent egalement une application dans le domaine de la prophylaxie pour pr^venir 
une deficience dans T elaboration du placenta et pallier des echecs de grossesse. 

Le gene ou Tacide nucleique ou leurs fragments tels que defmis dans 

20 r invention peuvent done etre utilise pour differents effets therapeutiques ou 
prophylactiques, le but ultime etant soit (i) de detruire les cellules cibles par formation 
de syncytia induisant une mort cellulaire des cellules cibles par un processus de mort 
different de la mort cellulaire par apoptose, soit (ii) d'induire ou de favoriser la 
formation de syncytia, par exemple pour pallier une deficience dans la formation des 

25 syncytiotrophoblastes lors de la grossesse, ou pour prevenir une deficience dans la 
formation naturelle de tout autre type de syncytia, ladite deficience etant associee k une 
pathologic. 

Les proprietes ou pouvoir fusogene(s) de la proteine ou du polypeptide de 
I'invention sont egalement utilisees dans un precede pour tester refficacite et 

30 seiectionner des drogues ou substances medicamenteuses ou des systemes gene/pro- 
drogue susceptibles dMntervenir qualitativement et/ou quantitativement sur leur pouvoir 
fusogene par mise en contact de ladite drogue ou substance medicamenteuse ou dudit 
systeme gene/pro-drogue avec des cellules d'une culture cellulaire exprimant ladit 
proteine ou ledit polypeptide et, observation d'une regression ou d'une disparition dans 

35 la formation de syncytia, etant entendu que la formation de syncytia a retat naturel est 
associee a un etat pathologique. A titre d'exemple, on peut citer les phenomenes 
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hemoiragiques, la destruction ou Talteration des cellules neuronales, la destaiction ou 

r alteration exacerbee des osteoblastes. 

Par gene ou acide nucleique ou leurs fragments, on entend (i) un gene ou 

acide nucleique natif isole ou leurs fragments isoles obtenus par coupure enzymatique, 
5 ou 0i) un g^ne ou acide nucleique ou leurs fragments obtenu(s) par synthase chimique 

a I'aide de synthetiseurs automatiques, tels que les synth^tiseurs commercialises par la 

society Applied Biosystems. 

Par cellules tumorales, on entend (i) des cellules de lignees cellulaires 

immortalisees ou (ii) des cellules primaires tumorales pr^levees chez un patient. 
10 Par promoteur autologue, on entend un LTR 5' de HERV-W, a la 

condition qu'il soit fonctionnel et par promoteur heterologue on entend tout promoteur 

n'appartenant pas a la famille de HERV-W, d'origine virale, retrovirale ou cellulaire, 

eventuellement modifie, a la condition qu'il soit fonctionnel. Avantageusement, le 

promoteur autologue ou heterologue est un promoteur fort c'est-a-dire qu'il est capable 
15 d'induire une expression quantitativement importante de la proteine ou du polypeptide. 

Exemple : 

Lignees cellulaires: 

20 La lign6e TELCeB6 (Cosset et al.. Journal of Virology, 69 (12) : 7430- 

7436 (1995)) derive de la lign^e T£Lac2 apres transfection et selection clonale d'un 
plasmide d*expression destine i produire des proteine Gag et Pol de type MoMLV 
(virus de la leucemie murine de Moloney). La lignee TELac2 derive initialement des 
cellules humaines de rhabdomyosarcome TE671 (ATCC CRL 8805) et exprime le 

25 vecteur retroviral rapporteur nlsLacZ (Takeuchi et al.. Journal of Virology, 68 (12) : 
8001-8007 (1994)). La production de particules retrovirales infectieuses par les cellules 
TELCeB6 depend des vecteurs d'expression d'enveloppe transfectes. 

Ces cellules sont cultivees en milieu DMEM (Dulbecco modified Eagle 
medium - Life Technologies) avec 10% de serum de veau foetal (Life Technologies), 

30 D*une maniere generale, ce milieu a 6x6 utilise pour tous les autres types cellulaires, Le. 
les cellules A204 (ATCC HTB-82 - rhabdomyosarcome humain), A375 (ATCC CRL- 
1619 - tumeur solide, melanome malin humain), A 431 (ATCC CRL-1555 - tumeur 
solide, carcinome ^pidermoTde humain), PAE (cellules endotheliales d'aorte de pore), 
TE671 (ATCC CRL 8805 - rhabdomyosarcome humain), XC (ATCC CCL-165 - 

35 sarcome de rat) el COS (ATCC CRL-1650 - rein de singe (African green monkey)). 
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Construction des vecteurs d'expression d'enveloppe : 
Le plasmide pHCMV a ete utilise pour Texpression de env HERV-W, Le 
plasmide FBASALF-ARless a ete utilise en qualite de temoin positif de fusion; il 
5 produit une forme hautement fusogenique de la glycoproteine d'enveloppe MLV 
amphotrope, modifiee par introduction d'un codon stop avant le premier acide amine du 
peptide intracytoplasmique p2-R (Rein et al.. Journal of Virology, 68 (3) : 1773-1781 
(1994)). env HERV-W clone en anti-sens dans le plasmide pHCMV a ete utilise 
comme temoin n6gatif 

10 

Transfection et tests de fusion de cellule a cellule (coculture) : 
Les plasmides d'expression des glycoprot^ines d'enveloppe sont 
transfectes dans les cellules TELCeB6 par precipitation au phosphate de calcium 
(Cosset et al.. Journal of Virology, 69 (10) : 6314-6322 (1995)). Les cellules TELCeB6 
15 confluentes exprimant Env sont fixees au Glutaraldehyde a 0,5% en PBS, 24 h. apres 
transfection. Une coloration par des solutions de May-Griinwald et Giemsa (MERCK) 
est alors effectuee selon les recommandations du foumisseur. Elle colore les noyaux en 
violet et les cytoplasmes en mauve et permet de visual iser les syncytia. 

Pour les experiences de coculture, les cellules transfectees sont decrochees 
20 du support, comptees puis re-ensemencees a concentration egale (3 x 10^ cellules/puit) 
en plaques 6 puits. Des cellules fraiches indicatrices sont alors ajoutees aux cellules 
transfectees a raison de 10^ cellules par puit et la co-culture est poursuivie pendant 
24 h. Une coloration XGal (5-bromo-4chloro-3-indolyl-P-D-galactopyranoside peut 
alors 6tre effectuee pour colorer !e noyau des cellules TELCeB6 (Cosset et a!.. Journal 
25 of Virology, 69 (10) : 6314-6322 (1995)). Elle est suivie d'une coloration par des 
solutions de May-Griinwald et Giemsa (MERCK) effectuee selon les recommandations 
du foumisseur. 

La majority des syncytia est observable 18 i 24 heures apres le d^but de la 
transfection ; le d^llement progressif des cellules ne permet plus d'observation, ni de 
coloration 36 heures apres la transfection. La fusion observee correspond a une fusion 
« from within », c'est-a-dire a une fusion de cellule-a-cellule, a partir d'une cellule 
exprimant Tenveloppe, par opposition a une fusion « from without » qui correspond a 
une formation de syncytia consecutive a une fusion virion-cellule(s). 

Le tableau I ci-apres rassemble les resultats obtenus concemant la capacity 
de fusion de cellule a cellule de Env HERV-W par transfection directe. comparte k 
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celle de Tenveloppe temoin Arless. Les cellules TELCeB6 et TE671 correspondent a 
des lignees d'origine humaine. Les cellules COS sont des cellules de rein de singe vert. 
Les cellules sont des cellules de rat. 

Tableau I 
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Enveloppe 

Arless 
HERV-W 



T£LCeB6 

2,5 
10.0 



index^i de f usion sur les cellules 
TE671 COS 
0.4 
2.0 



Inn. 
0.08 



XC 

2,0 
0 



auindex de fusion correspond au pourcentage (N-S)/T, ou N est le nombre de noyaux 
en syncytia, S est le nombre de syncytia et T est le nombre total de noyaux comptes. 
inn. signifie innombrables. organises en "rcseau". 

Le tableau I montre que les resultats sont au moins aussi importants pour 
Env HERV-W que pour4e temoin surUes cellules d'origine humaine.lls sont momdres 
sur les cellules simiennes.Env HERV-W n'induit pas.la formation de syncytia sur des 
cellules de rat 

Le tableau II ci-apr6s rassemble les donnees observ&s dans des 
experiences de coculture de cellules indicatrices avec ^^^^^ 
trlfectees par pHCMV-.«v HERV-W. Le type. 1-ong.ne et I'espece des cel ule 
indicatrices sont indiques. La formation de syncytia est indiqude par les mentions 
oui/non et semi-quantifie par des croix. 
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Tableau 11 



Espece 



Type cellulaire 



Origine 



Fusion en coculture 
avec TELCeB6 



Homme 



pore 
rat 



TE671 

A204 

A375 

A431 

PAE 

XC 



Rhabdomyosarcome Oui h 

Rhabdomyosarcome Non 

Melanome Non 

Carcinome Oui h 

^pidermoTde Non 

Endothelium Non 
Sarcome 



Le tableau II detaille les resultats des experiences de coculture en fonction 
5 des lignees cellulaires humaines testees. On observe des syncytia dans des cellules 
humaines de carcinome ^pidermoide (A431) et de rhabdomyosarcome (TE671) ; on 
notera cependant qu'une autre lignee de rhabdomyosarcome (A204) ne presente pas de 
syncytia. 
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<21G> 1 
<211> 538 
20 <212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

Met Ala Leu Pro Tyr His lie Phe Leu Phe Thr Val Leu Leu Pro Ser 
25 1 5 10 15 

Phe Thr Leu Thr Ala Pro Pro Pro Cys Arg Cys Met Thr Ser Ser Ser 
20 25 30 



Pro Tyr Gin Glu Phe Leu Trp Arg Met Gin Arg Pro Gly Asn lie Asp 
35 40 45 

Ala Pro Ser Tyr Arg Ser Leu Ser Lys Gly Thr Pro Thr Phe Thr Ala 
50 55 60 

His Thr His Met Pro Arg Asn Cys Tyr His Ser Ala Thr Leu Cys Met 
65 70 75 80 



His Ala Asn Thr His Tyr Trp Thr Gly Lys Met lie Asn Pro Ser Cys 

40 85 90 95 

Pro Gly Gly Leu Gly Val Thr Val Cys Trp Thr Tyr Phe Thr Gin Thr 
100 105 110 

45 Gly Met Ser Asp Gly Gly Gly Val Gin Asp Gin Ala Arg Glu Lys His 
115 120 125 



Val Lys Glu Val lie Ser Gin Leu Thr Arg Val His Gly Thr Ser Ser 

130 135 140 

Pro Tyr Lys Gly Leu Asp Leu Ser Lys Leu His Glu Thr Leu Arg Thr 

145 150 155 160 



His Thr Arg Leu Val Ser Leu Phe Asn Thr Thr Leu Thr Gly Leu His 

55 165 170 175 

Glu Val Ser Ala Gin Asn Pro Thr Asn Cys Trp lie Cys Leu Pro Leu 
180 185 190 
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Asn Phe Arg Pro Tyr Val Ser lie Pro Val Pro Glu Gin Trp Asn Asn 

195 20O 205 

Phe Ser Thr Glu lie Asn Thr Thr Ser Val Leu Val Gly Pro Leu Val 
210 215 220 

Ser Asn Leu Glu lie Thr His Thr Ser Asn Leu Thr Cys Val Lys Phe 
225 230 235 240 

Ser Asn Thr Thr Tyr Thr Thr Asn Ser Gin Cys lie Arg Trp Val Thr 
245 250 255 

Pro Pro Thr Gin lie Val Cys Leu Pro Ser Gly lie Phe Phe Val Cys 
260 265 270 

Gly Thr Ser Ala Tyr Arg Cys Leu Asn Gly Ser Ser Glu Ser Met Cys 
275 280 285 

Phe Leu Ser Phe Leu Val Pro Pro Met Thr lie Tyr Thr Glu Gin Asp 
290 295 300 

Leu Tyr Ser Tyr Val lie Ser Lys Pro Arg Asn Lys Arg Val Pro lie 
305 310 315 320 

Leu Pro Phe Val lie Gly Ala Gly Val Leu Gly Ala Leu Gly Thr Gly 
325 330 335 

lie Gly Gly lie Thr Thr Ser Thr Gin Phe Tyr Tyr Lys Leu Ser Gin 
340 345 350 

Glu Leu Asn Gly Asp Met Glu Arg Val Ala Asp Ser Leu Val Thr Leu 
355 360 365 

Gin Asp Gin Leu Asn Ser Leu Ala Ala Val Val Leu Gin Asn Arg Arg 
370 375 380 

Ala Leu Asp Leu Leu Thr Ala Glu Arg Gly Gly Thr Cys Leu Phe Leu 
385 390 395 400 

Gly Glu Glu Cys Cys Tyr Tyr Val Asn Gin Ser Gly lie Val Thr Glu 
405 410 415 

Lys Val Lys Glu lie Arg Asp Arg lie Gin Arg Arg Ala Glu Glu Leu 
420 425 430 

Arg Asn Thr Gly Pro Trp Gly Leu Leu Ser Gin Trp Met Pro Trp lie 
435 440 445 

Leu Pro Phe Leu Gly Pro Leu Ala Ala lie lie Leu Leu Leu Leu Phe 
450 455 460 

Gly Pro Cys lie Phe Asn Leu Leu Val Asn Phe Val Ser Ser Arg lie 
465 470 475 480 

Glu Ala Val Lys Leu Gin Met Glu Pro Lys Met Gin Ser Lys Thr Lys 
485 490 495 
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lie Tyr Arg Arg Pro Leu Asp Arg Pro Ala Ser Pro Arg Ser Asp Val 
500 505 510 

Asn Asp He Lys Gly Thr Pro Pro Glu Glu He Ser 7U.a Ala Gin Pro 
5 515 520 525 

Leu Leu Arg Pro Asn Ser Ala Gly Ser Ser 
530 535 

10 

<210> 2 
<211> 2781 
<212> ADN 
15 <213> Homo sapiens 

<400> 2 

atgggagctg ttttcatgct atttcactct attaaatctt gcaactgcac tcttctggtc 60 
catgtttctt acggctcgag ctgagctttt gctcaccgtc caccactgct gtttgccacc 120 

20 accgcagacc tgccgctgac tcccatccct ctggatcctg cagggtgtcc gctgtgctcc 180 
tgatccagcg aggcgcccat tgccgctccc aattgggcta aaggcttgcc attgttcctg 240 
cacggctaag tgcctgggtt tgttctaatt gagctgaaca ctagtcactg ggttccatgg 300 
ttctcttctg tgacccacgg cttctaatag aactataaca cttaccacat ggcccaagal: 360 
tccattcctt ggaatccgtg aggccaagaa ctccaggtca gagaatacga ggcttgccac 420 

25 catcttggaa gcggcctgct accatcttgg aagtggttca ccaccatctt gggagctctg 480 
tgagcaagga ccccccggta acattttggc aaccacgaac ggacatccaa agtgatacat 540 
cctgggaagg accctaccca gtcattttat ctaccccaac tgcggttaaa gtggctggag 600 
tggagtcttg gatacatcac acttgagtca aatcctggat actgccaaag gaacctgaaa 660 
atccaggaga caacgctagc tattcctgtg aacctctaga ggatttgcgc ctgctcttca 720 

30 aacaacaacc aggaggaaag taactaaaat cataaatccc catggccctc ccttatcata 780 
tttttctctt tactgttctt ttaccctctt tcactctcac tgcaccccct ccatgccgct; 840 
gtatgaccag tagctcccct taccaagagt ttctatggag aatgcagcgt cccggaaata 900 
ttgatgcccc atcgtatagg agtctttcta agggaacccc caccttcact gcccacaccc 960 
atatgccccg caactgctat cactctgcca ctctttgcat gcatgcaaat actcattatt 1020 

35 ggacaggaaa aatgattaat cctagttgtc ctggaggact tggagtcact gtctgttgga 1080 
cttacttcac ccaaactggt atgtctgatg ggggtggagt tcaagatcag gcaagagaaa 1140 
aacatgtaaa agaagtaatc tcccaactca cccgggtaca tggcacctct agcccctaca 1200 
aaggactaga tctctcaaaa ctacatgaaa ccctccgtac ccatactcgc ctggtaagcc 1260 
tatttaatac caccctcact gggctccatg aggtctcggc ccaaaaccct actaactgtfc 1320 

40 ggatatgcct ccccctgaac ttcaggccat atgtttcaat ccctgtacct gaacaatgga 1380 
acaacttcag cacagaaata aacaccactt ccgttttagt aggacctctt gtttccaatc 1440 
tggaaataac ccatacctca aacctcacct gtgtaaaatt: tagcaatact acatacacaa 1500 
ccaactccca atgcatcagg tgggtaactc ctcccacaca aatagtctgc ctaccctcag 1560 
gaatattttt tgtctgtggt acctcagcct atcgttgttt gaatggctct tcagaatcta 1620 

45 tgtgcttcct ctcattctta gtgcccccta tgaccatcta cactgaacaa gatttataca 1680 
gttatgtcat atctaagccc cgcaacaaaa gagtacccat tcttcctttt gttataggag 1740 
cgggagtgct aggtgcacta ggtactggca ttggcggtat cacaacctct actcagttct 1800 
actacaaact atctcaagaa ctaaatgggg acatggaacg ggtcgccgac tccctggtca 1860 
ccttgcaaga tcagcttaac tccctagcag cagtagtcct tcaaaatcga agagctttag 1920 

50 acttgctaac cgctgaaaga gggggaacct gtttatt:tt:t aggggaagaa tgctgttatt: 1980 
atgttaatca atccggaatc gtcactgaga aagttaaaga aattcgagat cgaatacaac 2040 
gtagagcaga ggagcttcga aacactggac cctggggcct cctcagccaa tggatgccct: 2100 
ggattctccc cttct:tagga cctctagcag ctataatatt gctactcctc tttggaccct 2160 
gtatctttaa cctccttgtt aactttgtct cttccagaat cgaagctgta aaactacaaa 2220 

55 tggagcccaa gatgcagtcc aagactaaga tctaccgcag acccctggac cggcctgcta 2280 
gcccacgatc tgatgttaat gacatcaaag gcacccctcc tgaggaaatc tcagctgcac 2340 
aacctctact acgccccaat tcagcaggaa gcagttagag cggtcgtcgg ccaacctccc 2400 
caacagcact taggttttcc tgttgagatg ggggactgag agacaggact agctggattt 2460 
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cctaggctga ctaagaatcc ctaagcctag ctgggaaggt gaccacatcc acctttaaac 2520 

acggggcttg caacttagct cacacctgac caatcagaga gctcactaaa atgctaatta 2580 

ggcaaagaca ggaggtaaag aaatagccaa tcatctattg cctgagagca cagcaggagg 2640 

gacaatgatc gggatataaa cccaagtctt cgagccggca acggcaaccc cctttgggtc 2700 

ccctcccttt gtatgggagc tctgttttca tgctatttca ctctattaaa tcttgcaact 2760 

gcaaaaaaaa aaaaaaaaaa a 2781 
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REVENDICATIONS 

1. Precede de detection de Texpression d'une proteine ou d'un 
polypeptide d'enveloppe d'un retrovirus endogene humain, caracterise en ce que la 
proteine ou le polypeptide presente une sequence polypeptidique qui comprend la 
sequence SEQ ID NO :1 ou un fragment de SEQ ID NO :1 ou une sequence pr^sentant, 
pour toute suite de 20 acides amines, au moins 90% d'identite avec la sequence SEQ ID 
NO:l ou avec un fragment de SEQ ID NO :1, et en ce qu'on detecte le pouvoir 
fusogene de ladite proteine ou dudit fragment dans des cellules d'un tissu cellulaire ou 
d*une culture cellulaire, par la mise en evidence de la formation de syncytia. 

2. Precede de deteaion de I'expression d'une proteine ou d'un polypeptide 
d'enveloppe d'un retrovirus endogene humain, caracterise en ce que la proteine ou le 
polypeptide presente une sequence polypeptidique presentant, pour toute suite de 20 
acides amines, au moins 90% d'identite avec la sequence SEQ ID NO:l, et en ce qu'on 
detecte le pouvoir fusogene de ladite proteine dans des cellules d'un tissu cellulaire, ou 
d'une culture cellulaire par la mise en evidence de la formation de syncytia. 

3. Proc6de selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que la proteine 
est cod^e par le gene env du retrovirus endogene HERV-W. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que Ja proteine est 
codee par un cadre de lecture ouvert situe sur le chromosome 7 du genome humain. 

5. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que la proteine 
presente une sequence polypeptidique qui consiste en SEQ ID NO:l. 

6. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que les cellules dudit tissu ou de ladite culture cellulaire sont choisies 
parmi les cellules osseuses, les cellules musculaires, les cellules placentaires, les 
cellules endotheliales, en particulier des vaissaux sanguins, les cellules epitheliales, les 
cellules gliales et les cellules tumorales ou issues de lignees cellulaires tumorales. 

7. Proc6de selon Tune quelconque des revendications pr^c^entes, 
caracterise en ce que la detection du pouvoir fiisogene de ladite proteine consiste i : 

obtenir un vecteur d' expression de ladite proteine k partir duquel 
r expression de la proteine ou de son gene est sous la dependance d'un promoteur, 

transfecter des cellules par le vecteur obtenu pour obtenir des cellules . 
productrices, exprimant a leur surface ladite proteine, et 

observer la formation de syncytia ou I'absence de formation de syncytia. 

8. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes 
caracterise en ce que la detection du pouvoir fusogene de la proteine consiste i : 




obtenir un vecteur d 'expression de ladite proteine a partir duquel 
Fexpression de la proteine ou de son gene est sous la dependance d'un promoteur, 

transfecter des cellules par le vecteur obtenu pour obtenir des cellules 
productices, exprimant a leur surface ladite proteine, 

cultiver des cellules na'iVes indicatrices exprimant a leur surface un 
r^epteur de ladite proteine en presence desdites cellules productrices, et 

observer la formation de syncytia ou I'absence de formation de syncytia. 

9. Utilisation d'un gdne ou d'un acide nucleique ou d'un fragment de gene 
ou d'un acide nucleique codant pour une prot6ine ou un polypeptide tels que d^fmis 
dans la revendication 1 ou 2, dans des conditions appropriees permettant son 
expression, pour preparer une composition therapeutique ou prophylactique. 

10. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que ladite 
composition est destinee au traitement de cancers. 

11. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en, ce que ladite 
composition est destinee a prevenir une deficience dans Telaboration du placenta. 

12. Utilisation selon la revendication 9, 10 ou 11, caracterisee en ce que la 
composition est destinee a un traitement par therapie genique. 

13. Composition therapeutique ou prophylactique comprenant un gene ou 
un acide nucleique ou un fragment de gei^e ou d'acide nucleique codant pour une 
proteine ou un polypeptide tels que d^fmis dans la revendication I ou 2, 

14. Composition selon la revendication 13, caracteris^ en ce qu'elie 
comprend en outre un promoteur h^t^ologue ou autologue, de pr^f(§rence h^t^rologue, 
pour Texpression de ladite proteine ou dudit polypeptide. 

15. Vecteur d'expression comprenant au moins un gSne ou un acide 
nucleique ou un fragment de gene ou d'acide nucleique codant pour une proteine ou un 
polypeptide tels que defmis dans la revendication 1 ou 2, et des elements n6cessaires a 
son expression dans une cellule hote. 

16. Cellule hote comprenant au moins un vecteur selon la revendication 

15. 

17. Composition therapeutique ou prophylactique comprenant au moins un 
vecteur d'expression selon la revendication 15. 

18. Composition selon Tune quelconque des revendications 12, 13, 14, et 
17, caracterisee en ce qu'elie est destinee au traitement de cancers par destruction des 
cellules canc^reuses au moyen de la formation de syncytia. 
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19. Composition selon I'une quelconque des revendi cations 12, 13, 14, et 
17, caract^risee en ce qu'elle est destinee i prevenir une deficience dans I'^laboralion 
du placenta. 

20. Procede pour la selection de drogues ou substances m^dicamenteuses 
5 ou de systemes gene/pro-droguc susceptibles d'intervenir qualitativement et/ou 

quantitativement sur le pouvoir flisogene d'une proteine ou d'un poypeptide tel que 
defini dans la revendication 1 ou 2. selon lequel on met en contact ladite drogue ou 
substance medicamenteuse ou ledit systeme gene/pro-drogue avec des cellules d'une 
culture cellulaire exprimant ladite proteine ou ledit polypeptide et, on observe une 
10 regression ou une disparition dans la formation de syncytia. 
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obtenir un vecteur d'expression de ladite proteine a partir duquel 
Texpression de la proteine ou de son gene est sous la dependance d'un promoteur, 

transfecter des cellules par le vecteur obtenu pour obtenir des cellules 
productices, exprimant a leur surface ladite proteine, 

cultiver des cellules naives indicatrices exprimant a leur surface un 
recepteur de ladite proteine en presence desdites cellules productrices, et 

observer la formation de syncytia ou I'absence de formation de syncytia. 

9. Utilisation d'un gene ou d'un acide nucleique ou d'un fragment de gene 
ou d'un acide nucleique codant pour une proteine ou un polypeptide tels que defmis 
dans la revendication 1 ou 2, dans des conditions appropriees permettant son 
expression, pour preparer une composition therapeutique ou prophylactique. 

10. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que ladite 
composition est destinee au traitement de cancers. 

11. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en, ce que ladite 
composition est destinee a prevenir une deficience dans Telaboration du placenta. 

12. Utilisation selon la revendication 9, 10 ou 11, caracterisee en ce que la 
composition est destinee a un traitement par therapie genique. 

13. Composition therapeutique ou prophylactique comprenant un gene ou 
un acide nucleique ou un fragment de gene ou d'acide nucleique codant pour une 
proteine ou un polypeptide tels que definis dans la revendication 1 ou 2, 

14. Composition selon la revendication 13, caracterisee en ce qu'elle 
comprend en outre un promoteur heterologue ou autologue, de preference heterologue, 
pour Texpression de ladite proteine ou dudit polypeptide. 

15. Vecteur d'expression comprenant au moins un gene ou un acide 
nucleique ou un fragment de gene ou d'acide nucleique codant pour une proteine ou un 
polypeptide tels que defmis dans la revendication 1 ou 2, et des elements necessaires a 
son expression dans une cellule bote. 

16. Cellule hote comprenant au moins un vecteur selon la revendication 

15. 

17. Composition therapeutique ou prophylactique comprenant au moins un 
vecteur d'expression selon la revendication 15. 

18. Utilisation d*une composition selon I 'une quelconque des 
revendications 13, 14, et 17, caracterisee en ce que ladite composition est destinee au 
traitement de cancers par destruction des cellules cancereuses au moyen de la formation 
de syncytia. 
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19. Utilisation d'une composition selon Tune quelconque des 
revendications 12, 13, 14, et 17, caracterisee en ce que ladite composition est destinee a 
prevenir une d6ficience dans Telaboration du placenta. 

20. Precede pour la selection de drogues ou substances medicament euses 
5 ou de systemes gene/pro-drogue susceptibles d'intervenir quaiitativement et/ou 

quantitativement sur le pouvoir fusogene d'une proteine ou d'un poypeptide tel que 
defini dans la revendication 1 ou 2, selon lequel on met en contact ladite drogue ou 
substance medicamenteuse ou ledit systeme gene/pro-drogue avec des cellules d'une 
culture cellulaire exprimant ladite proteine ou ledit polypeptide et, on observe une 
10 regression ou une disparition dans la formation de syncytia. 



